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1. UVOD 
 
Uvod  
1 
 
  Bakterije mliječne kiseline (BMK) pripadaju grupi Gram-pozitivnih bakterija čiji je glavni 
krajnji proizvod metabolizma mliječna kiselina. Rodovi koji su svrstani u ovu grupu bakterija 
su: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, 
Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella, pri 
čemu se rod Lactobacillus smatra najbrojnijim i industrijski najznačajnijim rodom BMK 
(Hammes i Hertel, 2009). Zasebna grupa bakterija iz roda Lactobacillus su amilolitičke bakterije 
mliječne kiseline (ABMK). Jedna od fiziološki i procesno najinteresantnijih karakteristika ove 
grupe bakterija je proizvodnja amilaza - enzima koji kataliziraju hidrolizu glikozidnih veza u 
polimernim ugljikohidratima i proizvodnju jednostavnih ugljikohidrata, kao što su maltoza i 
glukoza. Proizvodnja amilaza otvara sasvim nove mogućnosti u smislu provođenja simultane 
hidrolize polimernih ugljikohidrata (npr. škroba) i fermentacije jednostavnih ugljikohidrata, npr. 
maltoze i glukoze, do mliječne kiseline kao krajnjeg proizvoda metabolizma ABMK. Tako bi se 
primjenom ABMK tradicionalni bioprocesi proizvodnje mliječne kiseline, koji se sastoje od dva 
zasebna procesa - hidrolize škroba (enzimski ili kemijski postupak) do glukoze, a zatim 
fermentacije glukoze do laktata s pomoću BMK, mogli zamijeniti učinkovitijim bioprocesom 
simultane hidrolize i fermentacije. 
Soj Lactobacillus amylovorus DSM 20531T pripada grupi ABMK i, sukladno objavljenim 
rezultatima (Trontel i sur., 2010; Trontel i sur., 2011; Slavica i sur. 2015), izgledan je kandidat 
za industrijsku proizvodnju mliječne kiseline simultanom hidrolizom i fermentacijom. Fiziologija 
ovog soja, kao ni drugih ABMK, nije dovoljno istražena i potrebno je provesti obimna 
istraživanja u laboratorijskom mjerilu kao i primjenu ovih industrijskih mikroorganizama u 
većem mjerilu, najprije u pilot-postrojenju, a zatim i u poluindustrijskom mjerilu. 
 Mliječna kiselina (C3H6O3) pripada grupi organskih kiselina koje se u relativno velikim 
volumenima koriste u kemijskoj, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Osim kao proizvod 
biotehnološke industrije, mliječna kiselina tj. oba njezina stereoizomera, D-(–)- i L-(+)-mliječna 
kiselina, su tzv. platformske molekule i imaju široku primjenu u održivoj proizvodnji brojnih 
proizvoda, koji su se do nedavno proizvodili iz petrokemikalija, ali i sasvim novih proizvoda, 
koji nalaze primjenu na različitim tržištima farmaceutske i biomedicinske industrije (Dusselier i 
sur., 2013). 
Cilj ovog rada bio je definirati porast bakterijske biomase soja ABMK Lactobacillus 
amylovorus DSM 20531T tijekom šaržnog uzgoja pri suboptimalnoj temperaturi (θ = 40°C) i 
optimalnoj pH vrijednosti podloge (pH = 5,5) u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom. Kao 
glavni izvor ugljika i energije odabrana je maltoza, glavni proizvod hidrolize škroba i škrobnih 
sirovina s pomoću ovog soja.
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2.1. Bakterije mliječne kiseline – rod Lactobacillus 
 
Bakterije mliječne kiseline (BMK) iz roda Lactobacillus su Gram-pozitivne, nesporogene, 
katalaza-negativne, štapićaste ili okruglaste bakterije (Axelsson, 2004). Bakterije iz roda 
Lactobacillus rastu u mikroaerofilnim uvjetima i to u rasponu temperatura uzgoja od 5 do 45°C, 
a optimalan rast zabilježen je pri mezofilnim do termofilnim uvjetima. Ove bakterije optimalno 
rastu pri pH vrijednostima podloge od 5,5 do 6,5, premda ima određenih vrsta koje rastu i pri 
nižim pH vrijednostima, npr. 4,4. Bakterije iz roda Lactobacillus rastu u i na kompleksnim 
organskim supstratima, a osim izvora ugljika (najčešće su to ugljikohidrati), za rast trebaju i 
određene aminokiseline, peptide, nukleotide, vitamine, minerale i masne kiseline (Reddy i sur., 
2008). 
U stanicama bakterija iz roda Lactobacillus okarakterizirani su različiti metabolički putevi 
kojima pridobivaju energiju. To je prvenstveno fermentacija ugljikohidrata povezana sa 
fosforilacijom na nivou supstrata. Osim toga, metabolička energija nastaje tijekom razgradnje 
arginina do CO2 i NH3 i to fosforilacijom na nivou supstrata pri konverziji karbamoil-fosfata u 
ove krajnje proizvode. Ipak, samo neke vrste bakterija iz ovog roda mogu rasti na argininu 
kao izvoru energije. Osim fosforilacije na nivou susptrata, ove bakterije pridobivaju energiju 
tijekom sekundarnog transporta (uniport, simport i antiport; Könings, 2002) pri čemu sva tri 
tipa transporta pridonose formiranju gradijenta protona. Ovi su sustavi od ključne važnosti za 
preživljavanje bakterija iz roda Lactobacillus u stresnim uvjetima kao što su ograničenje 
izvorom ugljika, nakupljanje mliječne kiseline i posljedično snižavanje pH vrijednosti u okolini 
stanica. Ove bakterije ne posjeduju citokrome pa ne mogu provoditi oksidativnu fosforilaciju. 
Međutim, posjeduju oksidaze s flavinskim koenzimima i peroksidaze te energiju pridobivaju 
oksidacijom NADH2, pri čemu je kisik krajnji akceptor elektrona (Hammes i Hertel, 2009). 
Prema metaboličkim putevima razgradnje ugljikohidrata i proizvodima koji nastaju ovim 
putevima, BMK se mogu podijeliti na (Hammes i Hertel, 2009; Reddy i sur., 2008): 
(1) Obligatno homofermentativne BMK čiji je glavni proizvod metabolizma mliječna kiselina 
(<85%), a nastaje fermentacijom heksoza glikolizom. Ovim načinom se iz jednog mola glukoze 
dobiju dva mola laktata i dva mola ATP-a. Ove bakterije mliječne kiseline posjeduju fruktoza-
1,6-bisfosfat aldolazu, ali nemaju fosfoketolazu, pa ne mogu koristiti glukonat ili pentoze kao 
izvore ugljika. U ovu skupinu BMK ubrajaju se rodovi Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, 
Enterococcus i neke vrste roda Lactobacillus. Sojevi vrste Lactobacillus amylovorus pripadaju 
ovoj skupini BMK. 
(2) Obligatno heterofermentativne BMK po jednom molu glukoze, koju razgrađuju 6-
fosfoketolaznim putem proizvode po jedan mol laktata, etanola i ugljikova dioksida. Pentoze 
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se fermentiraju ovim putem i to zato jer obligatno heterofermentativne BMK posjeduju 
fosfoketolazu (Slika 1.). Osim navedenih proizvoda, tijekom razgradnje supstrata pridobiva se 
i jedan mol ATP-a, što rezultira slabijim prirastom bakterijske biomase po molu glukoze. 
(3) Fakultativno heterofermentativne BMK posjeduju oba metabolička puta - glikolizu i 6-
fosfoketolazni put. U uvjetima suviška supstrata - ugljikohidrata (heksoza), heksoze se prevode 
u laktat glikolizom. Ova skupina BMK posjeduje i fruktoza-1,6-bisfosfat aldolazu i inducibilnu 
fosfoketolazu (Slika 1.), što im omogućava korištenje pentoza i glukonata kao supstrata i to 6-
fosfoketolaznim putem u uvjetima limitacije glukozom. Sinteza enzima 6-fosfotetolaznog puta 
u prisutnosti glukoze je reprimirana. 
 
 
Slika 1. Reakcija koju katalizira inducibilna fosfoketolaza u stanicama obligatno i fakultativno 
heterofermentativnih BMK. 
 
 Piruvat, intermedijer oba metabolička puta razgradnje ugljikohidrata (glikolize i 6-
fosfoketolaznog puta), može se razgrađivati do diacetila, octene kiseline i/ili etanola, kao i 
nekih drugih krajnih proizvoda metabolizma supstrata (Slika 2.). U uvjetima limitacije 
supstratom, 6-fosfoketolazni put je dominantan i homolaktična fermentacija prelazi u 
heterolaktičku fermentaciju kojom se proizvode octena kiselina, etanol i mravlja kiselina 
(formijat) kao krajnji proizvodi metabolizma (Hammes i Hertel, 2009). Laktat ne mora biti 
krajnji proizvod metabolizma BMK, već se u definiranim uvjetima može djelomično oksidirati i 
prevesti u octenu i mravlju kiselinu i CO2. 
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Slika 2. Shematski prikaz razgradnje piruvata do različitih krajnjih proizvoda metabolizma – 
(1) fermentacija mješovitog tipa i (2) fermentacija do diacetila i 2,3-butandiola. 
 
2.1.1. Metabolizam maltoze u stanicama bakterija mliječne kiseline 
 
Ugljikohidrati, kao i svi drugi (potencijalni) supstrati, mogu se koristiti kao izvor ugljika 
i energije ako se mogu transportirati u stanicu. Tri su dominantna mehanizma transporta 
ugljikohidrata u bakterijsku stanicu: (i) fosfoenolpiruvat fosfotransferazni sustav (PTS) koji 
uključuje transport i fosforilaciju ugljikohidrata uz utrošak energije konverzije fosfoenolpiruvata 
u piruvat, što rezultira transportom fosforiliranog oblika ugljikohidrata unutar stanice (Postma 
i sur., 1993); (ii) sekundarni transportni sustav koji se odvija na račun energije gradijenta 
protona i to pomoću proteina prijenosnika - specifičnih permeaza (Poolman i sur., 1996); i (iii) 
ABC transportni sustav, koji je primarni transportni sustav i odvija se na račun hidrolize ATP-a 
(Fath i Kolter, 1993). Sa energetskog stajališta, PTS sustav je najučinkovitiji zbog toga što se 
transport i fosforilacija ugljikohidrata odvijaju u jednom koraku i to na račun jedne molekule 
fosfolenolpiruvata (ekvivalent jednoj molekuli ATP-a, jer se tijekom glikolize dobije jedna 
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molekula ATP-a u reakciji kataliziranoj piruvat kinazom). Za ugljikohidrate koji se u stanicu ne 
transportiraju PTS sustavom, potrebno je utrošiti više od jednog ekvivalenta ATP-a. 
Višekomponentni PTS sustav se sastoji od dva proteina: enzima I (EI) i HPr proteina, uz još 
nekoliko specifičnih enzima II (EII). Transport ugljikohidrata sustavom permeaza povezan je 
sa translokacijom iona, a nakon njega slijedi fosforilacija ugljikohidrata posredovana kinazom 
(Poolman i sur., 1996). 
Maltoza se u stanice bakterija iz roda Lactobacillus transportira ATP-ovisnom 
permeazom, a nakon toga, neovisno o tipu fermentacije koji će se provoditi u stanici (homo- 
ili heterolaktička fermentacija), prvi korak u razgradnji maltoze je fosforilacija i hidroliza 
maltoze u D-glukozu i β-D-glukozu-1-fosfat u reakciji koju katalizira maltoza fosforilaza. Ovaj 
je enzim visoko specifičan samo za maltozu i ne katalizira fosforilaciju izomaltoze i 
maltodekstrina. Kod većine heterofermentativnih bakterija iz roda Lactobacillus (L. brevis, L. 
fermentum, L. reuteri) maltoza fosforilaza je jedini enzim koji može katalizirati razgradnju 
maltoze. Kod ostalih vrsta maltoza fosforilaza je dio MalEFG/MsmK maltodekstrinskog operona, 
kojeg čini zajedno sa α-glukozidazama MalL i MalN (Gänzle, 2012). Sljedeću reakciju 
razgradnje katalizira enzim β-fosfoglukomutaza kojom se β-D-glukoza-1-fosfat prevodi u β-D-
glukozu-6-fosfat (Qian i sur., 1994). Daljnja razgradnja D-glukoze i β-D-glukoze-6-fosfata 
odvija se poznatim reakcijama (Slika 3. i Slika 4.). 
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Slika 3. Shematski prikaz homolaktičke fermentacije maltoze u stanicama BMK. 
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Slika 4. Shematski prikaz heterolaktičke fermentacije maltoze u stanicama BMK. 
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2.1.2. Primjena bakterija mliječne kiseline 
 
U prehrambenoj se industriji BMK koriste za procese proizvodnje hrane i pića te 
poboljšavanje njihovih organoleptičkih svojstava (Urbach, 1995), zatim biokonzerviranje 
(Stiles, 1996), proizvodnju bakteriocina (De Vuyst i Leroy, 2007) i egzopolisaharida (Cerning, 
1990; Welman i Maddox, 2003). Osim u prehrambenoj industriji, BMK se koriste u industrijskoj 
proizvodnji tzv. bulk kemikalija (kemikalije koje se proizvode u velikim volumenima), kao i za 
proizvodnju finih kemikalija kao što su mliječna kiselina farmaceutske čistoće (Kwon i sur., 
2001), polioli (Wisselink i sur., 2002) i vitamini B skupine (Burgess i sur., 2004; Taranto i sur., 
2003). BMK su vrlo prihvaćene kod potrošača i imaju široku primjenu zahvaljujući svom GRAS 
(eng. Generally Recognised As Safe) statusu. 
Glavne komponente arome, diacetil i acetladehid, proizvodi su konverzije laktoze do 
mliječne kiseline pomoću BMK. U dozrelim sirevima starter kulture relativno brzo odumiru te 
brzina lize stanica i ispuštanja enzima u okolinu ima značajan utjecaj na koncentraciju 
slobodnih aminokiselina. Ovi krajnji proizvodi zajedno sa krajnjim proizvodima drugih 
metaboličkih puteva u stanicama BMK određuju organoleptička svojstva proizvoda mliječne 
industrije. 
Pod pojmom biokonzerviranje podrazumijeva se produživanje vijeka trajanja proizvoda 
kao i poboljšana sigurnost ovih proizvoda koja se postiže uz prisutnost autohtone mikroflore i 
njihovih proizvoda metabolizma. Prepoznat je i primijenjen potencijal BMK u biokonzerviranju 
zbog njihova GRAS statusa, a tijekom skladištenja proizvoda dominiraju nad ostalim članovima 
mješovite kulture. U mliječnim proizvodima, konzerviranom povrću, zatim mesnim proizvodima 
i proizvodima na bazi žitarica dodatkom ugljikohidrata potiče se rast i aktivnost BMK koje tako 
daju novu vrijednost proizvodu. 
BMK imaju širok raspon antimikrobnih aktivnosti, pri čemu je proizvodnja mliječne i 
octene kiseline od većeg značaja. Neki sojevi BMK proizvode i druge bioaktivne molekule kao 
što su etanol, mravlja kiselina, neke masne kiseline, H2O2, diacetil, reuterin i reutericiklin. Brojni 
sojevi BMK također proizvode bakteriocine i njima slične molekule koji pokazuju antibakterijsko 
djelovanje. Bakteriocini su mali, ribosomski sintetizirani, peptidi ili proteini koji antimikrobno 
djelovanje pokazuju prema srodnim Gram-pozitivnim bakterijama, dok su stanice proizvođača 
bakteriocina imune na ove proizvode (De Vuyst i Vandamme, 1994; Cotter i sur., 2005; 
Klaenhammer, 1988). Bakteriocini BMK mogu se podijeliti u tri skupine: (i) lantibiotici; (ii) 
nelantibiotički bakteriocini; (iii) bakteriolizini (Klaenhammer, 1988). Osim bakteriocina, neke 
BMK mogu sintetizirati antimikrobne peptide koji pridonose očuvanju i sigurnosti hrane. 
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2.2. Amilolitičke bakterije mliječne kiseline 
 
Većina izoliranih amilolitičkih bakterija mliječne kiseline (ABMK) pripada rodu 
Lactobacillus, iako neka istraživanja pokazuju da amilolitičku aktivnost pokazuju i vrste iz roda 
Bifidobacterium, koje su izolirane iz humanog gastrointestinalnog trakta (Ji i sur., 1992; Lee i 
sur., 1997). Kako sintetiziraju α-amilaze, ove vrste mogu hidrolizirati različite škrobove i 
škrobne sirovine kao što su kukuruzni škrob (Nakamura, 1981), krumpirov škrob (Chatterjee i 
sur., 1997) i škrob manioke (Giraud i sur., 1994). ABMK razgrađuju škrob i prevode ga u 
mliječnu kiselinu u jednom koraku. U industrijskoj proizvodnji najčešće se koriste u fermentaciji 
prehrambenih sirovina čija su osnova žitarice. Neke se ABMK koriste u proizvodnji mliječne 
kiseline iz škrobnih sirovina u jednostupanjskom procesu (Reddy i sur., 2008). Time se mijenja 
tradicionalni način proizvodnje mliječne kiseline koji je uključivao predtretman sirovine u svrhu 
želatinizacije i hidrolize škroba do glukoze, koja se u sljedećem koraku razgradila do mliječne 
kiseline (Anuradha i sur., 1999). 
 
2.2.1. Amilolitička bakterija mliječne kiseline Lactobacillus amylovorus 
 
 Lactobacillus amylovorus DSM 20531T pripada skupini obligatno homofermentativnih 
ABMK. Stanice ovog soja su nepokretne, štapićastog oblika, veličine 3-5 μm, pri čemu obično 
tvore kratke lance. Dobro rastu pri temperaturi od 45°C. Kao i ostale BMK, ova vrsta je Gram-
pozitivna, što znači da je stanična stijenka građena pretežito od peptidoglikana (mureina), u 
ovom slučaju sačinjenog od Lys-D-Asp podjedinica. Ova vrsta BMK raste na kompleksnim 
hranjivim podlogama, a kao izvoze ugljika može koristiti: amigdalin, celobiozu, galaktozu, 
maltozu, manozu, rafinozu, salicin, saharozu i trehalozu. Osim izvora ugljika, za rast ove vrste 
ABMK su nužni i niacin, pantotenska kiselina, folna kiselina i riboflavin (Hammes i Hertel, 2009). 
Tijekom fermentacije proizvodi oba stereoizomera mliječne kiseline u različitim omjerima, pri 
čemu se taj omjer može mijenjati korištenjem različitih izvora ugljika i mijenjanjem 
temperature uzgoja (Trontel i sur., 2010; Trontel i sur., 2011; Slavica i sur., 2015). 
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2.3. Mliječna kiselina 
 
Mliječna kiselina (2-hidroksipropionska kiselina; CH3CHOHCOOH) je u vodi topiva visoko 
higroskopna alifatska kiselina prisutna u ljudskom organizmu, organizmu životinja i 
mikroorganizmima. To je prva biotehnološki proizvedena organska kiselina sa širokim 
rasponom primjene pri čemu je ona najraširenija primjena tradicionalno konzerviranje hrane, 
a koristi se i u farmaceutskoj, tekstilnoj i kemijskoj industriji (Vickroy, 1985). Prvi je put 
izolirana iz kiselog mlijeka 1780. godine, a njenu je industrijsku proizvodnju 1881. godine 
pokrenula američka kompanija CE Avery (Vickroy, 1985). Iako mliječna kiselina ima GRAS 
status, D-(-)- izomer može imati štetan učinak na ljudski organizam i rezultirati acidozom i 
dekalcifikacijom (Datta i sur., 1995). Mliječna se kiselina može proizvesti fermentacijom s 
pomoću BMK ili sintetizirati hidrolizom laktonitrila uz upotrebu jakih kiselina. Produkt kemijske 
sinteze je uvijek racemična smjesa D-(-)- i L-(+)-mliječne kiseline. Biotehnološka proizvodnja 
mliječne kiseline ima nekoliko prednosti u odnosu na kemijsku sintezu, a to su relativno niska 
cijena supstrata, relativno niska temperatura odvijanja procesa i znatno manji utrošak energije 
(Rojan i sur., 2007). Za razliku od kemijske sinteze, produkt fermentacije različitih supstrata 
optički je čista L-(+)- ili D-(-)-mliječna kiselina (Pandey i sur. 2001). 
Mliječna kiselina pripada grupi najvažnijih kemikalija, a koristi se u prehrambenoj 
industriji kao konzervans, regulator kiselosti te za poboljšavanje okusa, u tekstilnoj i 
farmaceutskoj industriji te kemijskoj industriji kao polazna sirovina za proizvodnju estera 
mliječne kiseline, propilen-glikola, 2,3-pentadiona, propionske kiseline, acetaldehida i diacetila 
(Varadarajan i sur., 1999; Åkerberg i Zacchi., 2000). U posljednje je vrijeme potražnja za 
mliječnom kiselinom značajno porasla jer se ona može korist,iti kao monomer za proizvodnju 
polilaktida (PLA), iz kojih se proizvode biorazgradivi materijali sa višestrukom upotrebom u 
analitici, farmaciji i medicini. 
 
 
                         D-(-)-mliječna kiselina          L-(+)-mliječna kiselina 
Slika 5. Shematski prikaz dvaju stereoizomera mliječne kiseline. 
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2.3.1. Proizvodnja mliječne kiseline fermentacijom 
 
Mikroorganizmi koji se koriste u industrijskoj proizvodnji mliječne kiseline mogu se 
podijeliti u dvije skupine: bakterije i fungi (Litchfield, 1996). Iako se kao radni mikroorganizmi 
u većini istraživanja, ali i u industrijskim procesima koriste BMK, treba napomenuti da 
filamentozni fungi, npr. vrste iz roda Rhizopus, mliječnu kiselinu proizvode uz visoku 
učinkovitost bioprocesa, ali pri aerobnim uvjetima, što znatno poskupljuje takve bioprocese 
(Zhou i sur., 1999; Tay i Yang, 2002; Kosakai i sur., 1999). Osim toga, R. oryzae i R. arrhizus 
pokazuju amlilolitičku aktivnost, što omogućava direktnu konverziju škrobnih sirovina do L-(+)-
mliječne kiseline (Yin i sur., 1997; Oda i sur., 2001). Tijekom proizvodnje mliječne kiseline 
pomoću funga prinosi proizvoda su smanjeni zbog ograničenja prijenosa mase (Park i sur., 
1998) i nastanka određenih drugih krajnjih proizvoda metabolizma (fumarne kiseline i etanola) 
(Tay i Yang, 2002), pa se za industrijsku proizvodnju mliječne kiseline uglavnom koriste BMK. 
BMK trebaju komplekse hranjive podloge, jer ne mogu sintetizirati faktore rasta kao što su 
vitamini B skupine i aminokiseline. Kao izvore ugljika i dušika koriste ugljikohidrate, 
aminokiseline, vitamine i minerale (Axelsson, 2004; van Niel i Hahn-Hägerdal, 1999; Amrane, 
2000). 
Da bi biotehnološka proizvodnja mliječne kiseline bila ekonomski održiva, potrebno je 
koristiti relativno jeftine supstrate i/ili sirovine jer tržište zahtijeva velike volumene mliječne 
kiseline, i to po relativno niskoj cijeni. Sirovine koje se koriste moraju biti jeftine, sadržavati 
minimalan udio nepoželjnih tvari, osigurati veliku specifičnu brzinu rasta radnog 
mikroorganizma i visoke prinose mliječne kiseline, ne smiju utjecati na stvaranje drugih krajnjih 
proizvoda metabolizma, sadržavati iskoristive supstrate i biti dostupne tijekom cijele godine 
(Vickroy, 1985). Korištenje prerađenih sirovina znatno smanjuje troškove pročišćavanja 
proizvoda, ali je i dalje ekonomski neisplativo jer su rafinirani ugljikohidrati relativno skupi. 
Zato se za proizvodnju mliječne kiseline koriste jeftine sirovine poput škrobnih i celuloznih 
sirovina, kao i melasa (Hofvendahl i Hahn-Hägerdal, 2000). Ako se kao polazna sirovina koristi 
škrobna sirovina, potrebno je izvršiti hidrolizu škroba do fermentabilnih ugljikohidrata (Richter 
i Träger, 1994; Hofvendahl i Hahn-Hägerdal, 2000; Oh i sur., 2005). Hidroliza škroba se može 
provesti simultano sa fermentacijom (Linko i Javanainen, 1996), i to pomoću ABMK, npr. sojem 
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T. Da bi se ostvarila brza proizvodnja mliječne kiseline, 
osim gore navedenih sirovina, u hranjivu podlogu potrebno je dodati i različite dodatke i to u 
suvišku. Najčešće se koristi kvaščev ekstrakt (Hofvendahl i Hahn-Hägerdal, 2000; Vickroy, 
1985), a može se koristiti i kukuruzna močevina (CSL; Oh i sur., 2005). 
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U proizvodnji mliječne kiseline najčešće se koriste šaržni i kontinuirani postupak. Pri 
tome se kod šaržnog postupka, kao i kod šaržnog postupka s prihranjivanjem, postižu veće 
koncentracije proizvedene mliječne kiseline nego kod kontinuiranih postupaka. S druge strane, 
kod kontinuiranog se postupka postiže veća produktivnost bioprocesa (Vickroy, 1985). Druga 
prednost kontinuiranog postupka pred šaržnim postupkom je mogućnost vođenja bioprocesa 
kroz duži vremenski period. Sustav za reciklaciju mikrobnih stanica osigurava povećanu 
koncentraciju stanica radnog mikroorganizma, a time i produktivnost bioprocesa (Oh i sur., 
2003; Kwon i sur., 2001). Eksperimentalno je dokazano da se dodatkom 26% kvaščeva 
ekstrakta u hranjivu podlogu postiže povećana produktivnost bioprocesa proizvodnje mliječne 
kiseline (Oh i sur., 2003). Imobilizacija stanica je jedna od glavnih tehnika zadržavanja stanica 
u bioreaktoru (Senthuran i sur., 1999). Za imobilizaciju stanica BMK koriste se kalcijev alginat, 
polietilenimin i različiti drugi materijali (Göksungur i Güvenç, 1999; Cotton i sur., 2001; 
Senthuran i sur., 1999). Proizvodnja mliječne kiseline najčešće je inhibirana mehanizmom 
povratne sprege jer pri relativno niskim pH vrijednostima nedisocirana mliječna kiselina prolazi 
kroz stanične membrane i tako se vraća u stanicu gdje disocira i remeti gradijent protona te 
snižava pH vrijednost citoplazme (Axelsson, 2004; Gonçalves i sur., 1997). Negativan učinak 
relativno visokih koncentracija proizvedene mliječne kiseline može se ublažiti uklanjanjem 
mliječne kiseline in situ tijekom bioprocesa. 
 
2.4. Amilolitički enzimi 
 
Amilolitički enzimi pripadaju najvažnijim skupinama enzima u biotehnologiji, a prisutni 
su u većini živih organizama. U industrijskoj biotehnologiji najznačajnije su amilaze mikrobnog, 
točnije bakterijskog i fungalnog podrijetla. Ovi se enzimi uvelike koriste u industriji jer se 
njihovom primjenom pri relativno blagim uvjetima zamjenjuju kemijski postupci hidrolize 
škroba pri znatno nepovoljnijim uvjetima (Pandey i sur., 1991; Reddy i sur., 2008). Amilolitički 
se enzimi koriste u procesima koji zahtijevaju brzu hidrolizu škroba i/ili smanjenje viskoznosti 
takvih otopina (Nigam i Singh, 1995). 
Razgradnja škroba uobičajeno se provodi pomoću četiri skupine enzima (Gozmán-
Maldonado i Paredes-López, 1995): (1) endoamilaze i (2) egzoamilaze, koje razgrađuju α-1,4-
glikozidne veze; zatim (3) enzimi koji smanjuju razgranatost supstrata, a razgrađuju α-1,6-
veze; i (4) ciklodekstrin glikoziltransferaze, koje kataliziraju razgradnju škroba reakcijama 
ciklizacije i disproporcioniranja. Endoamilaze cijepaju samo α-1,4-glikozidne veze u 
unutrašnjosti molekule škroba zaobilazeći α-1,6 mjesta grananja amilopektina (Vihinen i 
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Mäntsälä, 1989). Slično tomu, egzoamilaze kataliziraju cijepanje α-1,4-glikozidne veze (β-
amilaze), ali neke od njih mogu razgraditi i α-1,6-vezu (glukoamilaze). Ovi enzimi djeluju na 
vanjske veze u supstratu, a kao glavni proizvodi ovih reakcija okarakterizirani su 
niskomolekularni hidrolizati škroba, kakvi su maltoza i glukoza. U skupinu enzima koji smanjuju 
razgranatost supstrata pripadaju pululanaza i izoamliaza, koje cijepaju α-1,6-veze amilopektina 
i sličnih polisaharida. U četvrtu skupinu pripadaju ciklodekstrin glikoziltransferaze, a proizvodi 
reakcija koje kataliziraju ovi enzimi su ciklodekstrini, prstenaste molekule sačinjene od 6, 7 ili 
8 jedinica glukoze povezanih α-1,4-glikozidnom vezom (Horvathova i sur., 2000). Ovi enzimi 
kataliziraju intra- i intermolekularne rekacije transfera glikozila (Horvathova i sur. 2000). 
 
2.4.1. α-amilaza 
 
α-amilaza (1,4-α-D-glukan glukanohidrolaza; EC 3.2.1.1) katalizira hidrolizu α-1,4-
glukozidnih veza u škrobu, glikogenu i sličnim polisaharidima. Ovaj enzim pripada grupi 
endoamilaza koja odcjepljuje poli- i oligosaharidne lance različitih duljina, što dovodi do naglog 
opadanja viskoziteta škrobne suspenzije. α-amilaza izolirana je iz bakterija, kvasaca i drugih 
funga (Henrissat i Bairoch, 1996). Ova grupa enzima može se podijeliti u dvije skupine i to 
prema stupnju hidrolize supstrata (Fukumoto i Okada, 1963). Saharificirajuće α-amilaze 
hidroliziraju od 50 do 60% dostupnog škroba, dok likveficirajuće α-amilaze hidroliziraju od 30 
do 40% škroba. α-amilaza ne pokazuje uvijek apsolutnu specifičnost prema α-1,4-vezi, pa tako 
postoje neke α-amilaze koje mogu hidrolizirati α-1,6-glukozidnu vezu (Sakano i sur., 1985), ali 
znatno manje učestalo nego α-1,4-vezu. α-amilaza je relativno termostabilna, što je čini 
izvrsnim kandidatom za primjenu u hidrolizi škroba za proizvodnju maltoze i glukoze 
(Horvathova, 2000). Prednosti korištenja termostabilnih α-amilaza su smanjena mogućnost 
kontaminacije, skraćivanje vremena reakcije te ušteda energije. Provođenje hidrolize pri višim 
temperaturama smanjuje polimerizaciju D-glukoze u izomaltozu (Fogarty i Kelly, 1980). Osim 
toga, α-amilaza ima primjenu u pekarstvu, tekstilnoj industriji, industriji papira, medicinskoj, 
kliničkoj i analitičkoj kemiji (Ramachandran i sur., 2004). 
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2.5. Metode za praćenje rasta bakterija i procjenu koncentracije bakterijske 
biomase 
 
Rast bakterijskih stanica može se pratiti primjenom nekoliko metoda i to direktno ili 
indirektno. Direktno se porast bakterijskih stanica može pratiti brojanjem obojenih bakterijskih 
stanica u vidnom polju svjetlosnog mikroskopa. U ovom slučaju potrebno je na predmetnicu 
nanijeti određeni volumen bakterijske suspenzije i u njemu odrediti broj stanica. Indirektno se 
porast bakterijskih stanica može procijeniti određivanjem: (1) suhe tvari biomase bakterijskih 
stanica, (2) koncentracije staničnih sastavnica (DNA ili proteini), zatim (3) potrošnje kisika ili 
(4) proizvodnjom ugljikova dioksida, (5) turbidimetrijskim određivanjem apsorbancije 
suspenzije (spektrofotometrijaka ili kolorimetrijska analiza). Zajednički nedostatak navedenih 
metoda je da se njima ne mogu razlikovati žive od odumrlih stanica kao ni stanice u različitim 
fazama rasta (Aneja, 2003). 
Ovdje valja napomenuti razliku između dva pojma, a to su koncentracija i gustoća 
bakterijskih stanica. Koncentracija se stanica definira kao broj stanica u volumenu suspenzije 
(Monod, 1949), dok se gustoća izražava kao masa suhe tvari biomase u volumenu suspenzije. 
 
 
2.5.1. Metode određivanja gustoće bakterijskih stanica 
 
Prema definiciji pojma gustoće bakterijskih stanica, jedna od prikladnijih metoda za 
određivanje gustoće bakterijskih stanica bila bi određivanje suhe tvari biomase. Zbog 
nepraktičnosti metode te točnosti samo u slučajevima kada se određuju relativno velike količine 
poraslih stanica, ova se metoda koristi samo kao provjera drugih metoda. Zbog toga se 
paralelno koriste različite indirektne kemijske metode za procjenu gustoće bakterijskih stanica. 
Određivanje količine amonijačnog dušika pokazalo se kao relativno dobra metoda za procjenu 
suhe tvari biomase. Kada bakterijska kultura raste u podlozi koja sadrži amonijeve soli kao 
izvor dušika, smanjenje koncentracije slobodnog amonijaka u podlozi dobar je pokazatelj rasta 
bakterijskih stanica (Fisher i Armstrong, 1947). Osim toga, suha se tvar bakterijske biomase 
može dovesti u korelaciju sa metaboličkom aktivnošću radnog mikroorganizma i to mjerenjem 
potrošnje kisika ili proizvodnje kiselina (McIlwain, 1944). Primjena ovih metoda je ograničena. 
Izdvajanje bakterijske biomase centrifugiranjem i naknadno sušenje taloga također je jedna 
od metoda koja se može primijeniti u laboratorijskom mjerilu (van Niel, 1947). 
Od svih navedenih metoda, do sada su se kao relativno pouzdane pokazale metode 
koje se zasnivaju na određivanju transmitirane ili apsorbirane svjetlosti, odnosno mjerenju 
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turbiditeta ili optičke gustoće suspenzije. Zamućenje suspenzije direktno je proporcionalno 
broju stanica, pa se to svojstvo koristi kao pokazatelj gustoće bakterijskih stanica u uzorku. 
Zamućenje se kvantificira spektrofotometrom, koji mjeri količinu svjetlosti koja je prošla ili se 
apsorbirala u uzorku. Stanice suspendirane u podlozi ometaju prolazak svjetlosti određene 
valne duljine, što dovodi do toga da na detektor dospijeva manja količina svjetlosti od početne. 
Gustoća suspenzije stanica se izražava kao apsorbancija (logaritamska vrijednost) ili optička 
gustoća (vrijednost izvedena iz postotka transmisije), a direktno je proporcionalna broju 
stanica (Aneja, 2003). 
Često se iz praktičnih razloga rezultati mjerenja optičke gustoće izražavaju kao 
koncentracija stanica. U tim se slučajevima korelacija između gustoće i koncentracije stanica 
može povući samo za eksponencijalnu fazu rasta, a podatci izraženi kao koncentracija stanica 
moraju se odnositi na standardnu stanicu čija je veličina jednaka kao veličina stanice u 
eksponencijalnoj fazi rasta (Monod, 1949). 
Novija istraživanja uključuju primjenu znatno preciznijih metoda, kao što su različite 
imunofluorescentne metode i protočna citometrija (Meyers, 2000). Protočna citometrija ima 
ključnu ulogu kod praćenja broja stanica, ali i različitih fizioloških promjena kod stanica 
industrijskih mikroorganizama, prvenstveno kvasaca i bakterija. U novije vrijeme ova se 
metoda koristi i za praćenje fizioloških karakteristika virusa u određenim uvjetima i 
interakcijama. Razvijena je primjena protočne citometrije do tzv. napredne protočne 
citometrije (Delvigne i sur., 2000). S pomoću ove metode moguće je popratiti i povezati 
promjenu fiziologije stanice, heterogenost čiste kulture i događanja u okolini stanice. Osim 
pobrojenih, za praćenje broja, ali i fizioloških promjena na nivou pojedinačnih stanica, koristi 
se vrlo osjetljiva metoda koju bi mogli nazvati mikrofluidnost pojedinačne stanice (engl. single 
cell microfluidics). Na ovaj se način može pouzdano holistički promatrati samo jedna stanica 
kao dio mikrobne populacije. 
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3.2. Materijali  
  
3.2.1. Mikroorganizam  
 
U ovom završnom radu kao radni mikroorganizam upotrijebljen je ABMK Lactobacillus 
amylovorus DSM 20531T (ATCC 33620, NRRL B-4540). 
 
3.2.2. Sastav hranjive podloge 
 
Za uzgoj bakterijskog soja korištena je modificirana hranjiva De Man, Rogosa i Sharpe 
(MRS) podloga (De Man i sur., 1960) u kojoj je glukoza (20 g/L) zamijenjena maltozom (20 
g/L). Sastav modificirane hranjive MRS podloge (MRS-mal20) prikazan je u Tablici 1. 
Tablica 1. Čistoća i porijeklo kemikalija za pripravu hranjive MRS-mal20 podloge za uzgoj 
bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 20531T. 
kemikalija kemijska formula čistoća proizvođač 
diamonijev citrat HOC(CO2H)(CH2CO2NH4)2 p.a. Merck, Njemačka 
dikalijev fosfat K2HPO4 tehnički Biolife, Italija 
kvaščev ekstrakt / 
za uporabu u 
biotehnologiji 
Merck, Njemačka 
magnezijev sulfat MgSO4 p.a. Merck, Njemačka 
maltoza monohidrat C12H22O11 ∙ H2O p.a. Kemika, Hrvatska 
manganov sulfat 
monohidrat 
MnSO4 ∙ H2O p.a. Merck, Njemačka 
mesni ekstrakt / 
za uporabu u 
biotehnologiji 
Merck, Njemačka 
natrijev acetat 
trihidrat 
CH3COONa ∙ 3H2O p.a. Merck, Njemačka 
pepton / 
za uporabu u 
biotehnologiji 
Merck, Njemačka 
polisorbat 80 
 (Tween 80®) 
C64H124O26 p.a. Merck, Njemačka 
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3.2.3. Aparatura i pribor 
 
3.2.3.1. Laboratorijski bioreaktor s miješalom 
 
Uzgoj bakterijskog soja Lactobacillus amylovorus DSM 20531T proveden je u 
laboratorijskom bioreaktoru s miješalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, 
Goettingen, Njemačka) izrađenom od nehrđajućeg čelika. Glavni dijelovi sustava su nosač 
sustava, reaktorska posuda i mjerno-regulacijska jedinica. Na nosaču su učvršćeni reaktor, 
osjetilo za mjerenje i regulaciju temperature te sustav za dovod i odvod zraka i drugih plinova. 
Sustav je u potpunosti automatiziran, a parametri koji se prate su: temperatura (Pt-100); pH 
vrijednost, koja se može kretati u rasponu od 2 do 12 (pH elektroda); parcijalni tlak kisika 
(polarografska elektroda, %); razina hranjive podloge i pjene (kontaktne elektrode). Broj 
okretaja turbinskog miješala se kreće u rasponu od 20 do 1500 min-1. Ukupni volumen 
biorekatora iznosi 30,0 L, a omjer visine i promjera reaktora (H:D) je 3:1. Na poklopcu 
reaktorske posude nalaze se tri ulaza koji se mogu koristiti za: nacjepljivanje podloge, 
prihranjivanje, dovod kiselina i/ili lužina za regulaciju pH vrijednosti podloge, doziranje 
sredstava protiv pjene i drugih otopina. Dvostruki plašt oko bioreaktora omogućuje in-situ 
sterilizaciju vodenom parom koja može biti zagrijana na temperaturu do 130°C. 
 
3.2.3.2. Spektrofotometar 
 
Tijekom uzgoja soja L. amylovorus DSM 20531T praćena je optička gustoća suspenzije 
izuzete iz laboratorijskog bioreaktora s miješalom. Optička gustoća se određivala pomoću 
spektrofotometra Cary 13E Varian (Varian, Mulgrave, Australija) pri valnoj duljini svjetlosti (λ) 
od 600 nm. Pri ovoj valnoj duljini sterilna hranjiva MRS-mal20 podloga ne apsorbira svjetlost, 
pa tako ne interferira pri određivanju optičke gustoće suspenzije, dok je apsorbancija 
suspenzije ovog bakterijskog soja blizu svog maksimuma. Mjerenje se provodilo u staklenim 
kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemačka) u koje je dodana izvorna 
suspenzija, odnosno njezino prvo ili drugo decimalno razrjeđenje u sterilnoj demineraliziranoj 
vodi. 
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3.2.3.3. Filtri 
 
Suspenzija bakterijskih stanica poraslih tijekom uzgoja pri opisanim uvjetima u 
laboratorijskom bioreaktoru s miješalom filtrirana je pomoću šprica i filtara (Nalgene®, Nalge 
Nunc Internatinal, Rochester, SAD) promjera pora 0,2 μm.  
 
3.2.3.4. Centrifuge 
 
Kod određivanja suhe tvari bakterijske biomase centrifugiranjem je izdvojena mokra 
bakterijska biomasa od tekućeg dijela suspenzije. U ovom slučaju korištena je centrifuga 
Harrier 18/80 (Sanyo, Warford, Velika Britanija) 
 
3.2.3.5. Mikroskop 
 
Broj bakterijskih stanica obojenih po Gramu pobrojen je u vidnom polju svjetlosnog 
mikroskopa Olympus CX21FS1 (Olympus; Tokyo, Japan) pri povećanju od 1000 puta (imerzijski 
objektiv). 
 
3.2.3.6. Ostala oprema 
 
- Analitička vaga Shimadzu AX-200 W/O AC ECTA (Shimadzu; Kyoto, Japan); 
- Tehnička vaga Tehtnica ET-1211 (Tehtnica; Železniki, Slovenija); 
- Autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija); 
- Peristaltička pumpa H-8604 Chemap AG (Chemap AG; Volketswil, Švicarska); 
- Sušionik Instrumentarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska); 
- pH-metar 744, Metrohm (metrohm AG; Zofingen, Švicarska); 
- bakteriološki elektronski termostat BTE-S (Termomedicinski aparati, Zagreb, Hrvatska); 
- hladnjak Gorenje (Gorenje gospodinjski aparati d.d.; Velenje Slovenija). 
Rezultati dobiveni tijekom istraživanja koja su opisana u ovom završnom radu prikupljeni su i 
obrađeni pomoću osobnog računala s programskim paketom MS Office 2013. 
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3.3. Metode rada 
 
3.3.1. Priprava hranjivih podloga 
 
Za čuvanje i održavanje kulture soja L. amylovorus DSM 20531T korištene su tri hranjive 
MRS podloge: standardna MRS podloga sa glukozom kao glavnim izvorom ugljika i energije 
(MRS-glc20), modificirana MRS podloga sa maltozom kao glavnim izvorom ugljika i energije 
(MRS-mal20) i modificirana MRS podloga sa škrobom kao glavnim izvorom ugljika i energije 
(MRS-škrob10). Ostali sastojci MRS podloge dodani su u istovjetnim koncentracijama kao i kod 
standardne MRS podloge (Tablica 1.). Ove podloge su pripravljene kao tekuće hranjive sterilne 
podloge i, uz dodatak agara (15 g/L), kao čvrste hranjive podloge (Trontel i sur., 2010; Trontel 
i sur., 2011; Slavica i sur.; 2015). Podloge su sterilizirane u autoklavu Sutjeska (Beograd, 
Jugoslavija) kroz 20 min pri 121C. 
 
3.3.2. Priprava cjepiva 
 
Soj ABMK uzgajan je i održavan u sve tri tekuće i na sve tri čvrste hranjive MRS podloge. 
Kultura je precjepljivana svakih 48 h, inkubirana pri 37C preko noći i spremljena u hladnjaku 
pri +4C. Prije provođenja uzgoja u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom, proveden je 
uzgoj cjepiva najprije u dvije epruvete sa po 8 mL sterilne hranjive MRS-mal20 podloge pri 37C 
preko noći, a zatim je svježe uzgojenom kulturom nacijepljena sterilna hranjiva MRS-mal20 
podloga (po 250 mL u dvije Erlenmeyer tikvice) i uzgojena pri 37C preko noći. Ovako 
uzgojenom suspenzijom nacijepljena je sterilna hranjiva MRS-mal20 podloga u laboratorijskom 
reaktoru s miješalom. 
 
3.3.3. Uzgoj ABMK Lactobacillus amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom 
bioreaktoru s miješalom šaržnim postupkom 
 
U laboratorijskom bioreaktoru s miješalom pripremljena je hranjiva MRS-mal20 podloga 
(10,0 L) i in situ sterilizirana indirektno vodenom parom kroz 20 min pri 121C. U ohlađenu 
sterilnu podlogu (θ ≈ 40°C, n = 400 rpm) prepumpano je 250 mL uzgojenog cjepiva (2,5% 
vol/vol) i to pomoću peristaltičke pumpe (CH-8604; Chemap AG, Mannedorf, Švicarska). 
Procesni su parametri održavani konstantnima, tako da je temperatura (θ) iznosila 40  0,2°C, 
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broj okretaja miješala (n) 400 min-1, a podloga se nije aerirala. Početna je pH vrijednost 
podloge iznosila 6,2  0,2. Zbog proizvodnje mliječne kiseline, pH vrijednost se tijekom prvih 
nekoliko sati uzgoja spustila do pH vrijednosti koja je bila niža od 5,5, kada je automatski 
započeo pritok 5,0 mol/L NaOH te se tako održavala konstantna pH vrijednost u rasponu 
5,5±0,2. Uzorci suspenzije iz laboratorijskog bioreaktora (V ≈ 50 mL) izuzimani su svakih sat 
vremena. Izuzeti uzorci ili njihova razrjeđenja (10-1 i 10-2) korišteni su za određivanje optičke 
gustoće pri valnoj duljini svjetlosti od 600 nm. Za određivanje koncentracije suhe tvari 
bakterijske biomase korišteno je izdvajanje biomase centrifugiranjem (poglavlje 3.2.4.1.) i 
filtracijom (poglavlje 3.2.4.2.) te je nakon sušenja određena koncentracija bakterijskih stanica. 
Osim toga, određen je broj stanica soja L. amylovorus DSM 20531T i to brojenjem fiksiranih i 
obojenih bakterijskih stanica pomoću mikroskopa (poglavlje 3.2.4.3.). 
 
 
3.3.3.1. Određivanje koncentracije suhe tvari bakterijske biomase 
 
Volumen od 7,0 mL izuzete bakterijske suspenzije prebačen je u osušene i do sobne 
temperature ohlađene polipropilenske kivete od 10,0 mL, kojima je prethodno određena masa 
(analitička vaga Shimadzu AX-200 W/O AC ECTA; Shimadzu, Kyoto, Japan). U zatvorenim 
kivetama biomasa je centrifugirana u centrifugi Harrier 18/80 pri 6000 rpm i +4C i to kroz 20 
min. Nakon centrifugiranja supernatant je uklonjen pipetiranjem, a izdvojena mokra 
bakterijska biomasa u kiveti osušena je u sušioniku Instrumentarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska) 
pri 105C do konstantne mase. Nakon hlađenja u eksikatoru, određena je masa kiveta sa 
suhom bakterijskom biomasom i izračunata koncentracija suhe tvari bakterijske biomase (X) 
prema donjoj jednadžbi: 

𝑋
 =  
𝑚𝐾+𝑋−𝑚𝑋
𝑉𝑆
 (g/L)  [1.] 
gdje je  
mK masa kivete (g), 
mK+X masa kivete sa bakterijskom biomasom nakon sušenja (g), 
VS volumen suspenzije (0,007 L). 
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3.4.2.2. Određivanje koncentracije suhe tvari bakterijske biomase nakon 
filtriranja 
 
Volumen od 4,0 mL izuzete suspenzije propušten je kroz filtracijsku membranu s 
pomoću plastične šprice. Nakon toga, filtri su sušeni u laboratorijskom sušioniku do konstantne 
mase te je masa suhe tvari biomase određena iz razlike mase filtra i mase filtra sa bakterijskom 
biomasom nakon sušenja. Koncentracija suhe tvari bakterijske biomase izračunata je prema 
jednadžbi [1.], u kojoj je VS iznosio 0,004 L. 
 
3.4.2.3. Određivanje broja bakterijskih stanica u određenom volumenu    
suspenzije 
 
Preparat za mikroskopiranje je pripravljen iz 0,1 mL bakterijske suspenzije ili njezinog 
razrjeđenja (10-1), koji su ravnomjerno raspoređeni na površini od 1 cm2. Stanice su fiksirane 
na površini predmetnice i obojene po Gramu. Priređeni je preparat korišten za određivanje 
broja stanica u 6 vidnih polja i to s pomoću imerzijskog objektiva mikroskopa uz povećanje od 
tisuću puta. Nakon toga izračunat je broj bakterijskih stanica u jednom mililitru suspenzije. 
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4.1. Uzgoj amilolitičke bakterije mliječne kiseline Lactobacillus amylovorus 
DSM 20531T u hranjivoj MRS-mal20 podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s 
miješalom šaržnim postupkom 
 
U ovom su poglavlju prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja ABMK Lactobacillus 
amylovorus DSM 20531T. Na slici 6. prikazane su promjene temperature () i pH vrijednosti 
podloge. Na slici koja slijedi u ovom poglavlju prikazane su optičke gustoće bakterijske 
suspenzije i njezinih razrjeđenja tijekom uzgoja ABMK L. amylovorus DSM 20531T u 
laboratorijskom bioreaktoru s miješalom (Slika 7.). Promjena koncentracije suhe tvari 
bakterijske biomase prikazana je na slici 8., dok je promjena broja stanica u volumenu 
suspenzije od 1,0 mL tijekom uzgoja ABMK L. amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom 
bioreaktoru s miješalom šaržnim postupkom prikazana na slici 9. 
 
 
Slika 6. Promjene temperatura uzgoja [θ (■)] i pH vrijednosti podloge (●) tijekom uzgoja 
ABMK Lactobacillus amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom bioreaktoru s 
miješalom šaržnim postupkom. 
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Slika 7. Promjena optičke gustoće (OD600) bakterijske suspenzije (●) i razrjeđenja ove 
suspenzije u demineraliziranoj vodi [10-1(□) i 10-2(▲)] tijekom uzgoja ABMK 
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom 
šaržnim postupkom. 
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Slika 8. Promjena koncentracije suhe tvari bakterijske biomase (X) tijekom uzgoja ABMK  
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom 
šaržnim postupkom. X1 (○), koncentracija određena nakon centrifugiranja i sušenja; 
X2 (■), koncentracija određena nakon filtriranja i sušenja. 
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Slika 9. Promjena broja stanica u volumenu suspenzije od 1 mL tijekom uzgoja ABMK 
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom 
šaržnim postupkom. 
 
 
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
0 5 10 15 20 25 30
N
(b
ro
j 
s
ta
n
ic
a
/
m
L
)
t (h)
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. ZAKLJUČCI
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Na temelju eksperimenata opisanih u ovom radu može se zaključiti sljedeće:  
1. Amilolitička bakterija mliječne kiseline Lactobacillus amylovorus DSM 20531T uzgojena 
je u modificiranoj hranjivoj MRS-mal20 podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom uz 
korisni volumen od 10,0 L. Pri suboptimalnoj temperaturi (θ = 40  0,2°C), konstantnoj pH 
vrijednosti (pH = 5,5  0,2) i bez aeracije ovaj soj može koristiti maltozu kao izvor ugljika i 
energije i rasti u odabranim uvjetima. 
2. Porast bakterijske biomase praćen je određivanjem optičke gustoće izuzete suspenzije 
i optičke gustoće dvaju razrjeđenja ove suspenzije u demineraliziranoj vodi pri valnoj duljini 
svjetlosti od 600 nm. Dobiveni rezultati pokazuju da se porast bakterijske biomase može pratiti 
određivanjem optičke gustoće izuzete suspenzije kao i prvog razrjeđenja ove suspenzije, dok 
drugo razrjeđenje suspenzije nije prikladno za praćenje porasta bakterijske biomase ovom 
metodom. 
3. Iz dobivenih podataka za optičku gustoću procijenjeno je trajanje faza rasta soja L. 
amylovorus DSM 20531T kao i specifična brzina rasta (μ) ovog soja u odabranim uvjetima. 
Eksponencijalna faza rasta ABMK L. amylovorus DSM 20531T započinje nakon jednog sata lag 
faze (tlag = 1,0 h) i traje sve do osmog sata šaržnog uzgoja (teksp = 7,0 h) nakon čega bakterija 
ulazi u stacionarnu fazu rasta. Specifična brzina rasta procijenjena iz optičke gustoće 
suspenzije iznosila je 0,51 h-1, dok je vrlo slična vrijednost (μ = 0,48 h-1) procijenjena iz optičke 
gustoće prvog razrjeđenja suspenzije. 
4. Optička gustoća u skladu je sa podacima dobivenim za koncentraciju suhe tvari 
bakterijske biomase, posebice tijekom eksponencijalne faze rasta, pa se i ovom metodom može 
uspješno pratiti porast bakterijske biomase tijekom uzgoja u laboratorijskom mjerilu. Metoda 
u kojoj se koristi filtriranje bakterijskih stanica nije dala pouzdane rezultate. 
5. Praćenjem broja stanica bakterijskog soja L. amylovorus DSM 20531T u određenom 
volumenu također se može uspješno pratiti porast bakterijske biomase tijekom uzgoja u 
laboratorijskom mjerilu. I iz ovih podataka određena je specifična brzina rasta soja i to u 
vrijednosti od μ = 0,59 h-1, što je vrijednost bliska prethodno procijenjenim vrijednostima. 
6. Tradicionalne metode za praćenje porasta bakterijske biomase, određivanje faza rasta 
i procjenu nekih parametara kao što je specifična brzina rasta bakterijskog soja pouzdane su i 
u međusobnom skladu, naročito tijekom eksponencijalne faze rasta radnog mikroorganizma i 
to u laboratorijskom mjerilu. Na temelju ovih rezultata može se planirati uzgoj ovog 
potencijalnog industrijskog soja u većem mjerilu uz primjenu ovih metoda za praćenje 
promjene koncentracije bakterijske biomase. 
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Slika 10. Grafički prikaz izračuna za specifičnu brzinu rasta (μ = 0,51 h-1, tj. μ = 0,48 h-1) 
ABMK Lactobacillus amylovorus DSM 20531T tijekom uzgoja u hranjivoj MRS-mal20 
podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s miješalom. Eksperimentalni podaci su 
dobiveni određivanjem optičke gustoće bakterijske suspenzije i prvog razrjeđenja 
ove suspenzije u demineraliziranoj vodi pri valnoj duljini svjetlosti od 600 nm. 
 
 
Slika 11. Grafički prikaz izračuna za specifičnu brzinu rasta (μ = 0,59 h-1) ABMK 
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T tijekom uzgoja u laboratorijskom 
bioreaktoru s miješalom. Eksperimentalni su podaci dobiveni određivanjem broja 
stanica u 0,1 mL ove suspenzije te preračunavanjem na koncentraciju izraženu kao 
broj stanica u jednom mililitru. 
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Slika 12. Grafički prikaz izračuna za specifičnu brzinu rasta (μ = 0,67 h-1) ABMK 
Lactobacillus amylovorus DSM 20531T tijekom uzgoja u laboratorijskom 
bioreaktoru s miješalom. Eksperimentalni su podaci dobiveni centrifugiranjem 7 mL 
bakterijske suspenzije, sušenjem dobivenog taloga vaganjem kiveta s biomasom i 
praznih kiveta. Dobivene su vrijednosti uvrštene u jednadžbu [1.].
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Izjava o izvornosti 
 
 
 
 
Izjavljujem da je ovaj završni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj 
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni. 
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